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学 食品 
I D :鉴定 得 到 嗜 热 四 膜 虫 13 个 含有 完整 保守 结构 域 的 asp70 基因 ， 对 其 中 5 个 高 度 相 似 且 无 内 含 子 的 hsp70 
基因 进行 表达 分 析 。 在 37 、39 和 41 人 C 热 激 条 件 下 ,实时 荧光 定量 PCR. 结果 表明 , hsp70-2 基因 对 热 激 响应 最 敏 
感 , 在 四 膜 虫 生长 ,饥饿 和 接合 生殖 这 3 种 生理 或 发 育 状态 下 , Microarray 结果 显示 , hsp70-4 基因 恒定 且 高 表达 ; 在 
热 激 条 件 下 , hsp70-4 基因 的 表达 水 平 随 着 温度 的 升 高 而 略微 增加 , WEK hsp70-4 基因 为 热 休 克 相 关 和 蛋白 hsc70 基 
克隆 的 hsp70-4 基因 全 长 2 208 bp, 开放 阅读 框 长 1959 bp, 编码 653 个 氨基 酸 。Microarray 结果 提示 , hsp70-3 可 
参与 四 膜 虫 饥饿 早期 (0~12 bh) 的 耐 受 和 接合 生殖 后 期 (6~10 bh) 的 新 大 小 核 形成 ,老大 核 凋 亡 等 事件 ; hsp70-5 可 能 
与 四 膜 虫 饥饿 晚期 (12~15 h) 的 耐 受 和 接合 生殖 早期 (0~6 nh) 的 小 核减 数 分 裂 、 小 核 交 换 和 原核 (pronuclear) 融 合 事件 。 
Blast2GO 分 析 表 明 , 与 hsp70-3 和 hsp70-5 共 表 达 的 基因 分 别 参与 不 同 的 生物 学 过 程 , 进一步 反映 了 hsp70-3 和 
hsp70-5 这 两 个 基因 在 功能 上 是 存在 差异 的 。 
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Expression analysis of 5 hsp70 genes in Tetrahymena thermophila 
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Abstract: Thirteen hsp70 genes with complete conserved domains were identified in Tetrahymena thermophila, and 
expression of five similar and non-intron hsp70 genes were analyzed. Under heat shock conditions of 37, 39 and 41°C, 
hsp70-2 mRNA had the highest relative expression level, suggesting it is closely related to heat shock. The basal level of 
constitutive T. thermophila hsp70-4 gene was high during 20 physiological/developmental stages of growth, starvation 
and conjugation, and it changed little upon exposure to heat shock: evidence that hsp70-4 is an hsc70 gene. The hsp70-4 
cDNA is 2208 bp long, and contains an open reading frame of 1959 bp encoding 635 amino acids. Microarray data 
indicated that T. thermophila hsp70-3 gene probably participated in early starvation (0—12 h) stress and late conjugation 
(6—10 h) events, such as new macronuclear and micronuclear anlagen formation and old macronuclear elimination. 
However, hsp70-5 gene possibly participates in late starvation (12—15 h) stress and early conjugation (0—6 h) events such 
as micronuclear meiosis, micronuclear exchange and pronuclear fusion. Blast2GO indicated that they participated in 
dissimilar biological processes, suggesting hsp70-3 and hsp70-5 perform different functions. 


Key words: Tetrahymena thermophila; Real time quantitative PCR; Microarray; RACE; Expression analysis 











热 休克 蛋白 (heat-shock protein，HSP) 是 生物 适 MAA TS, 提高 细胞 对 应 激 源 的 耐 受 性 ,增强 抗 氧 
应 环境 变化 的 一 个 重要 媒介 分 子 , 温度 、 外 源 有 毒 MEN, 使 细胞 维持 正常 的 生理 功能 (Sgrensen et al, 
化 合 物 、 紫 外 辐射 等 都 会 诱导 细胞 或 机 体 产生 应 激 2003; Saibil 2008)。 热 休克 蛋白 70(HSP70) 是 HSP 
IN, 迅速 合成 HSP 作为 分 子 伴侣 参与 蛋白 质 的 合 。” 家 族 的 主要 一 员 , 它 是 细胞 在 应 激 条 件 下 的 主要 表 
成 、 折 又 、 装 配 、 运 转 和 降解 等 过 程 ， 以 维持 细胞 ，” 达 产物 ， 对 于 外 源 有 毒化 合 物 的 响应 也 迅速 而 灵敏 
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(Gupta et al, 2010)。 根 据 表达 情况 , hsp70 基因 家 族 
可 分 为 两 类 : 诱导 型 表达 的 hsp70 基因 (heat shock 
protein 70, hsp70) 和 组 成 型 表达 的 hsp70 基因 (heat 
shock cognate gene, hsc70) (Karouna-Renier et al, 
2003; Sgrensen et al, 2003)。 对 生物 体 hsp70 基因 家 
族 的 研究 ， 可 以 更 好 地 认识 物种 耐 受 胁迫 的 机 制 
(Daugaard et al，2007), 这 在 单 细 胞 生物 ， 如 真菌 
Chytridiomycete (Blastocladiella emersonii) (Georg & 
Gomes, 2007); 多 细胞 动物 ， 如 线虫 Caenorhabditis 
1988). R Wẹ Drosophila 
melanogaster (Bettencourt & Feder, 2001); 高 等 动物 ， 
如 人 (Daugaard et al, 2007); 植物 ， 如 拟 南 芥 
Arabidopsis (Sung et al, 2001) 等 物种 中 已 展开 了 五 
究 , 但 在 原生 动物 中 ,尚未 有 关 hsp70 基因 家 族 或 
家族 的 相关 报道 。 
原生 动物 四 膜 虫 Tetrahymena 隶属 于 纤毛 门 
(Ciliophora), 3£}5:24(Oligohymenophorea), /H H 
(Hymenostomatida)、 四 膜 虫 科 (Tetrahymenidae)、 四 
膜 虫 属 (Tetrahymena), 是 一 种 营 自 由 生活 的 单 细胞 
真 核 生物 (Shen, 1999). Hj, 嗜 热 四 膜 虫 大 核 基 因 
组 测序 工作 (Tetrahymena Macronuclear Genome 
Project) 已 经 完成 (Eisen et al, 2006), 这 为 从 基因 组 
水 平 鉴定 嗜 热 四 膜 虫 内 hsp70 基因 家 族 成 员 黄 定 了 
础 。 此 外 , 近期 构建 的 四 膜 虫 的 全 基因 组 基因 芯 
分 析 平 台 (Miao et al，2009) 和 在 此 基础 上 建立 的 
ioc At p xe 3A X d JE (Tetrahymena Gene 
Expression Database, TGED, http://tged.ihb.ac.cn), 
为 嗜 热 四 膜 虫 内 hsp70 基因 家 族 成 员 的 功能 分 析 增 
加 了 丰富 的 信息 。 
关于 四 膜 虫 hsp70 基因 的 研究 主要 在 于 不 同 热 
激 条 件 下 hsp70 基因 的 表达 变化 规律 (Galego & 
Rodrigues-Pousada, 1985; Williams & Nelsen, 1997), 
或 是 证 实 HSP70 赋予 嗜 热 四 膜 虫 的 高 温 耐 受 能 
(Hallberg et al, 1984, 1985), 或 者 是 对 hsp70 基因 上 
游 调控 元 件 的 功能 研究 等 方面 (Barchetta et al, 
2008) 。 本 研究 在 鉴定 嗜 热 四 膜 虫 (Tetrahymena 
thermophila) hsp70 基因 家 族 的 基础 上 , 对 其 中 5 个 
高 度 相似 且 无 内 含 子 的 hsp70 基因 进行 表达 分 析 ， 
并 进一步 探讨 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 的 功能 。 
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株 ) 由 美国 加 州 大 学 圣 巴巴 拉 分 校 Eduardo Orias 教 
授 惠 赠 , 嗜 热 四 膜 虫 (B2086 株 和 CU428 株 ) 由 美国 
康 奈 尔 大 学 Peter Bruns 教授 惠 赠 。 四 膜 虫 的 培养 基 
组 分 : 2% Proteose Peptone (Difco)、0.1% yeast 
extract(Oxide)、0.2% 和 葡萄糖 ( 国 药 集团 )、0.003% 
Ferric citrate(Sigma), YS XX 2&7K, 经 103 kPa, 
120 CKE 20 min 后 冷却 至 室温 。 取 长 势 良 好 的 对 
数 生长 期 四 膜 虫 按 总 体积 的 0.2% (400 RD) 接种 于 
20 ml 培养 基 中 , 30 CC 连续 传代 培养 。 
12 00000 Asp700 0000 

在 5 pg/L 浓度 三 丁 基 锡 (Tributyltin，TBT) 
(Acros Organic) 处 理 嗜 热 四 膜 虫 CU428 株 24 h Ja, 
用 cDNA microarray ER 1 个 应 激 响 应 基因 
hsp70 ——TTHERM 00125640 (Microarray 数据 未 
发 表 )。 根 据 该 基因 的 ID 号 , 在 四 膜 虫 基因 组 数据 
库 TGD(http://www.ciliate.org/) 中 进行 搜索 得 到 预测 
基因 所 编码 的 氨基 酸 序 列 。 以 此 基因 的 氨基 酸 序列 
为 基础 ， 并 添加 人 、 人 酵母 和 拟 南 芥 的 HSP70 序列 ， 
对 四 膜 虫 全 基因 组 数据 库 进 行 Blastp 搜索 (Altschul 
et al, 1997); 得 到 的 结果 再 次 对 四 膜 虫 基因 组 进行 
Blastp 搜索 以 找到 四 膜 虫 中 所 有 的 潜在 hsp70 基 因 。 
两 次 所 得 搜索 结果 在 NCBI 的 CDD 数据 库 一 一 
Conserved Domain Database (Marchler-Bauer et al, 
2009) 以 及 Pfam 数据 库 (Finn et al, 2010) 中 再 次 进行 
比 对 ,对 具有 HSP70 保守 结构 域 的 基因 进行 鉴定 ， 
最 后 总 共 得 到 了 13 个 具有 完整 保守 结构 域 的 嗜 热 
四 膜 虫 hsp70 基因 ,将 这 13 个 hsp70 基因 的 核酸 预 
测序 列 与 嗜 热 四 膜 虫 转录 组 测序 结果 (数据 未 发 表 ) 
进行 比 对 校正 。 
13 0Q000000000000 

对 鉴定 得 到 13 个 hsp70 基因 , 使 用 Muscle 
(Edgar,2004) 和 Mafft(Katoh & Toh，2008) 进 行 序列 
比 对 ， 并 辅 以 手工 微调 。 接 着 用 Trimal(Capella- 
Gutierrez et al, 2009) 对 gap 超过 80% 的 氨基 酸 比 对 
位 点 进行 删除 。 系 统 发 育 树 用 FastTree(Price et al, 
2010) 构 建 ， 参 数 设置 -pseudo、-spr4、-mlacc 2 以 及 
-slownni。 我 们 对 四 膜 虫 系统 发 育 树 中 一 枝 含 有 5 
个 高 度 相 似 且 无 内 含 子 的 基因 进行 分 析 , 并 将 它们 
分 别 命 名 为 hsp70-1 (TTHERM 01044390), hsp70-2 
(TTHERM 00125640), hsp70-3 (TTHERM 01080440). 
hsp70-4 (TTHERM 00105110), hsp70-5(TTHERM _ 
00558440). 
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温度 胁迫 采用 热 激 和 冷 激 两 种 方式 , 每 组 设 3 
个 平行 样 。 热 激 处 理 条 件 为 : 将 装 有 1 mL 对 数 生 
长 期 嗜 热 四 膜 虫 (SB210 株 ) 的 离心 管 分 别 在 37 'C、 
39 C 和 41 CHKA AI, 经 过 30 min 热 激 诱导 后 
于 相应 温度 下 离心 富 集 虫 体 。 冷 激 条 件 为 : 将 装 有 
1 mL 对 数 生长 期 嗜 热 四 膜 虫 SB210 株 ) 的 离心 管 分 
别 在 15 [] AGH AO [] UK ES, 经 过 30 min AK 
诱导 后 于 相应 温度 下 离心 富 集 虫 体 。 
1.5 RNA [] 0 HL eDNA [] 0 [] mRNA 0 [] (SMART 

cDNA [] [1 (] L] L]5'D] 3'RACE [1 [1 (1 U LU U ü 

从 上 述 步 又 (1.4 节 ) 热 激 处 理 条 件 下 的 嗜 热 四 
膜 虫 (SB210 株 ) 中 提取 总 RNA, 提取 方式 参照 试剂 
fx TRIzol Reagent (Invitrogen) 的 说 明 步 又 ,总 RNA 
最 终 溶 于 50 uL 以 DEPC 处 理 过 的 双 蒸 水 中 ， 分 光 
光度 计 (Malcom) 和 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 别 检测 总 
RNA 浓度 和 质量 。 总 RNA 反 转 录 成 cDNA 的 方法 
参见 Feng & Miao(2008). 

将 5 mL We sh PU Het :B(SB210 HAE 39 [] 热 激 1h 
后 提取 总 RNA, 接着 以 PolyAtract@ mRNA 纯化 系 
4¢(Promega, Madison, WD} KE i H] Wi HA ET] IE EK 
法 纯化 ,纯化 后 的 mRNA 使 用 SMART cDNA 文库 
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构建 试剂 盒 (Clontech Laboratories, Inc.) J^ 14 4 AK 
cDNA 文库 (Guo et al, 2010). 

根据 步骤 上 述 1.2 节 中 鉴定 得 到 的 嗜 热 四 膜 虫 
hsp70 基因 序列 , 设计 扩 增 5 个 高 度 相 似 hsp70 基 因 
的 实时 获 光 定量 PCR 引物 ; 根据 SMART cDNA X 
库 构 建 试剂 盒 提 供 的 接头 全 长 序列 设计 一 对 通用 
引物 UTR( 表 1)。 用 正 向 通用 引物 与 反 向 hsp70-4 
引物 扩 增 hsp70-4 基因 5'RACE 序列 , 用 反 疝 通用 引 
物 与 正 向 hsp70-4 引物 扩 增 hsp70-4 基因 3RACE 序 
Jj: 2.5 uL 10xbuffer, 0.5 uL10 mmol/L dNTP 
(Fermentas), 0.4 umol/L 5|], 1 unit Taq (BD 
advantage}, 0.5 uL 文库 cDNA 模板 ， 最 后 用 双 
ASK AC 25 uL RACE 反应 体系 ; RACE 反应 按照 下 
列 程序 进行 : 940 10 min 预 变性 , 94 [] 30s, 62 [] 
30s,72[] 1 min 共 35 个 循环 反应 ,最 后 于 720 $E 
伸 10 min。 

PCR 产物 在 1.5% 球 脂 糖 凝 腕 上 进行 电泳 后 ， 
特异 DNA 片段 用 glass milk 胶 回 收 试剂 盒 (Biostar， 
Canada) 回 收 , 产物 连接 到 pGEM-T 载体 (Promega) 
多 克隆 位 点 , 之 后 转 入 大 肠 杆 菌 DHSo 感受 态 细胞 
液 中 , 涂 平 板 挑 俩 。 往 选 出 的 阳性 克隆 菌 液 交 由 上 
海 联合 基因 研究 院 测序 。 
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O 1 RI-PCROD 50 Ap7000000000 
Tab. 1 Primer sequences used for RT-PCR amplification of 5 hsp70 genes 


引物 名 称 正 向 引物 序列 


Primer name 





Forward primer sequence (5'-3") 


反 向 引物 序列 


Reversed primer sequence (5'-3') 





hsp70-1 AGATAATGGAGGAACTTCTACTGA AAGGTCTTTAGCACTCACATTTA 
hsp70-2 ATCTTGGTTGATGTCACTCCTC TTCATCCTCAGCCTTGTATTAT 
hsp70-3 CTGAAGGAGTTGCTGTCGGTAT AACAGGTTAGGAAACGAATGCT 
hsp70-4 CTTCAACGGTAAGGAACCCAACAG CGAAGACTTGAATGAGGACACCAG 
hsp70-5 TTGATGAAGTAATCCTTGTTGG TGATTGTCTTTTGTCATTGGTC 

UTR GCAGTGGTATCAACGCAGAGTG GGCGGCCGACATGTTTTTTT 

18S CCTGGGAAGGTACGGGTAAT AAGGTTCACCAGACCATTCG 


16 000000 PCR 

以 上 述 步 又 1.5 节 中 得 到 的 总 RNA 反 转录 生成 
的 cDNA 为 模板 , 用 表 1 的 hsp70-1、hsp70-2、 
hsp70-3、hsp70-4、hsp70-5 引物 进行 实时 荧光 定量 
PCR 扩 增 ， 内 参 基因 选择 嗜 热 四 膜 虫 18S rRNA 基 
因 。 SEIN BEIGE HE PCR. 反应 体系 : 2.5 uL 10xbuffer, 
0.5 uL 10 mmol/L dNTP, 0.4 umol/L 引物 , 1.2 uL 
EvaGreen (Biotium), 1 unit Hot start Taq 酶 (天 为 时 
AR), Boa VAX ZR 7K Bo 25 uL PCR 反应 体系 。 实 时 
荧光 定量 PCR 反应 条 件 为 : 940 5 min 预 变性 ， 中 



























































间 40 个 循环 的 940 10s500 10s, 72[] 20s, 
700 读 板 1 s, 接着 72 0 10 min 延伸 ， 最 后 制作 融 
解 曲线 65—90 [] , 以 0.5 [] /s 速率 读 取 数 据 。 每 个 
样品 设置 3 个 平行 样 , 用 Chromo4TM 实 时 荧光 定量 
PCR 扩 增 仪 (Bio-Rad) 进 行 扩 增 ， 
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应 结果 数据 由 和 
Ff Opticon 2 读 取 。 基 因 的 相对 表达 水 平 用 软 伯 
Relative Expression Software Tool 进行 计算 (Pfaffl et 
al，2002)。 统 计 方法 采用 软件 自 带 的 ANOVA 法 ， 
P<0.05 为 有 统计 学 意义 。 实 时 荧光 定量 PCR 分 析 
方法 参考 Feng et al (2007)。 
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17 00000000 

民 据 嗜 热 四 膜 虫 3 种 典型 生理 /发 育 状态 (生长 、 
饥饿 和 接合 生殖 )20 个 阶段 的 全 基因 组 基因 表达 数 
据 ( 数 据 来 源 于 TGED), 通过 计算 所 有 基因 表达 谱 
间 的 相关 系数 分 别 得 到 了 四 膜 虫 hsp70-3 和 hsp70-5 
基因 的 共 表 达 基 因 ( 相 关系 数 >0.9) (Miao et al, 
2009)。 然 后 对 找到 的 候选 基因 用 Blast2GO 进行 









































































































































由 它们 推导 的 氨基 酸 序列 比 对 如 图 2 Hrs, 两 两 之 
间 的 相似 度 为 67.5%~76%。 

22 D0000 50 psp70000000000 
1E 37[] . 390). 41 0 热 激 条 件 下 , hsp70-1、 
hsp70-2. hsp70-3. hsp70-4. hsp70-5 XX 5 个 基因 的 
表达 水 平 高 于 正常 生长 时 期 的 30 0 (图 3). ER 
hsp70-4 4h, ER 4 4S hsp70 基因 的 表达 水 平 并 不 随 



























































gene ontology (GO) 术 语 (term) 的 注释 , 分 析 共 表达 
基因 之 间 的 关系 , 进而 推测 hsp70-3 和 hsp70-5 基因 
的 功能 。 


20 U 


24 O00000 hsp70[] 00000000000 

TE TBT Hha ALE FH Microarray fii 21] ~7S JW 
激 响 应 基因 hsp70 (TTHERM 00125640), Microarray 
信号 显示 其 表达 上 调 4.4 倍 。 以 该 预测 hsp70 基因 
所 编码 的 氨基 酸 序列 为 基础 ,经 blast 比 对 共 得 到 
13 个 含有 完整 保守 结构 域 的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 ， 
进一步 结合 嗜 热 四 膜 虫 转录 组 测序 结果 (数据 未 发 
表 ) 对 这 13 个 基因 的 剪接 位 点 和 核酸 序列 进行 
校正 。 
对 鉴定 得 到 的 13 个 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基 因 构 建 
系统 发 育 树 ,结果 显示 有 5 个 hsp70 基因 聚 成 一 个 
小 的 进化 枝 ( 图 1), 这 5 个 hsp70 基因 均 无 内 含 子 ， 







































































































































































99 TTHERM 00351140 

TTHERM 00171850 

TTHERM 01014750 

TTHERM 00058550 
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图 1 最 大 似 然 法 构建 的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 
家 族 不 同 基因 型 的 系统 发 育 树 
Phylogenetic tree of Tetrahymena thermophila hsp70 












































Fig.1 
gene family members using a ML method 
黑体 标 出 本 研究 的 5 个 hsp70 基因 。 


Five interested hsp70 genes were marked in bold. 




















着 温度 的 升 高 而 增加 , 在 41 D] 时 它们 的 表达 水 平 
要 低 于 390 . 2E 37. 39. A1[] 这 3 个 不 同 热 激 条 
TE P, hsp70-2 对 热 激 响 应 最 敏感 ， 其 表达 水 平 在 5 
个 hsp70 基因 中 是 最 高 的 , 分 别 比 对 照 组 30 口 时 的 
表达 水 平 高 12、82 和 15 倍 。 
23 O00000 50 Apsp7z0O000000000 

以 四 膜 虫 正常 生长 条 件 30 0 为 对 照 ， 分 别 以 
15 [] #0 [] 冷 激 作为 刺激 条 件 , 对 5 个 hsp70 基因 
的 表达 水 平 进行 考 察 。 结果 显示 , 除 hsp70-4 外 ,其 
余 4 个 hsp70 基因 对 冷 激 都 不 响应 (结果 未 显示 )。 
在 不 同 的 冷 激 条 件 下 , hsp70-4 基因 的 表达 水 平 呈 现 
为 截然 不 同 的 规律 :在 150 冷 激 30 min 后 hsp70-4 
表达 水 平 提高 了 1 倍 , 但 是 在 0 0 冷 激 30 min 后 
hsp70-4 表达 水 平 却 降低 了 50%( 图 4). 
24 300000000 00000 50 hsp700 

OOOUO0U0dUO 

A ds PU bE EE DA] AeA CH PE (Tetrahymena gene 
expression database, TGED, http://tged.ihb.ac.cn) #é [t 
的 四 膜 虫 在 3 种 典型 生理 /发 育 时 期 下 的 基因 表达 
情况 , 可 将 5 个 hsp70 基因 分 为 两 大 类 : (1) fEGE H 
高 表达 的 基因 , hsp70-4 基因 在 四 膜 虫 生长 、 饥 煞 及 
接合 生殖 时 期 表达 稳定 且 表 达 量 非常 高 ， 
Microarray 信 号 值 在 32 815-61 446 之 间 ; (2) 差异 
表达 的 基因 ,为 hsp70-1、 hsp70-2、hsp70-3、hsp70-5 
这 4 个 基因 : O 在 生长 时 期 , hsp70-3 的 信号 值 在 
141~209， 有 较 低 的 表达 水 平 ， 而 hsp70-1、hsp70-2、 
hsp70-5 这 3 个 基因 不 表达 (信号 值 <100); © 在 饥 
TRIN HAN) O h, Asp70-1. hsp70-2. hsp70-3 这 3 个 基 
因 表达 量 较 生长 后 期 ~1X105 cellsmD) 分 别 调 高 
42.6. 15. 33.6 fi, 其 中 jsp70-3 基因 的 信号 值 最 高 ， 
为 7022; 在 饥饿 时 期 的 0~12 h, Asp70-1. hsp70-2. 
hsp70-3 表达 水 平 的 变化 趋势 由 高 至 低 ，jpsp70-5 JL 
平 不 表达 ; 在 饥饿 时 期 的 12-15 h, hsp70-5 表达 水 
平 上 调 , 而 hsp70-1、hsp70-2、hsp70-3 的 表达 水 平 
仍 持续 下 降 ; 在 饥饿 时 期 的 15~24 h, hsp70-1. 























































































































































































































































































































3 期 


hsp70-1 ENDET HA dae eee: 
GIGIGCIDLGTTY 
hep70-2 KN KK AERA ES Oe ag 


hsp70-2 CK QK AE 


hsp70-5 SSKK ALE CS eee E E! 


hsp70-4 


hsp70-1 
hsp70-2 
hsp70-3 
hsp70-5 
hsp70-4 





hsp70-1 DERI 
nsp?0-2 [34 ERIA 
h=p70-9 [OM ERIA 
hsp70-5 








GIGIGIDLGTTY 


TFDUSLLTID 
TFDVSLLTID i THLGGEDF 
TFDVSLLTID 
TID LTID 





DNK| 


AFTDTERL IU FAANIQUUES PRINTU FD AKRL I GRK WM 
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NULRIINEP 
NVLRIINEPTA 
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aug 100 
SUL 100 
aE 100 
Ur 100 
100 





200 
200 
200 
200 
200 













































hsp70-4 

hep70-1 See ON GET STE Gems 400 
hsp70-2 M'EMCSCSUENIQDUSSAS 400 
hsp?70-3 MEdCSNISSIQDUSRAU 400 
hsp70-5 M'piCQcCHdQSIQDEESeM 400 
hsp70-4 Macs CHE NI ADA 400 

18 kDa 
hsp70-1 WT PADNA KWL 500 
hsp70-2 MANTI EXT vor 500 
hsp70-3 MAUTI WaDNow ua 500 
hsep70-5 un VADNQH 'UMK 500 
hsp70-4 MANTI Wane TWK 500 
hsp70-1 TNIUE I OT SPEI mq IKE E LN KQ 600 
hsp?0-2 SNKSNHISITEENEUEKC QS PRED Reg 3 sum KH 600 
hsp70-2 TSKSNUSTPEW gk C| QDPBEE HADESO SLM QN 600 
hep70-5 TNKSNUSITEREWEUKC Q SPRIE a eae aK SMKI ES 600 
hsp70-4 TEES d OUP BOD ERED NRE THEE G QD BID RITE EL SLK SH 500 
18 kDa 

hsp?0-1 "UTN|IJJE Sh Sam mm nm mn PYNSGKEPSSTISAWUPEO 642 
h=p70-2 UGUKE bead URERBEGCEIMMQOQTIZAAP------CDTGKTSSNTATNNAS--NUUPSDU 646 
hsp70-3 二 KE | 本 机 IE PRECE SIs------- GPSENNYQNSQSSNNT - -H Super 645 
hsp70-5 MYKE pean UREEBSECESEIQQTIZAQP------ QDNSEGSRRNQYQNSST AN AUD 646 
hep?70-4 KENK ASAE UPS eee VTMIQSTITCUPPCADMGCGCAGCTPGCSCSAPTGCGAS--NUUPRUU 652 








10 kDa 


hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 iX 4 个 基因 
降 ; @ 在 接合 生殖 时 














平 持续 上 调 2.4 f; 
hsp70-2 表达 水 
调 2.1 倍 (图 5). 








图 2 5 个 hsp70 基 





大 | 

















推导 的 氨基 酸 序列 比 对 














Fig.2 Multiple sequence alignment ofthe HSP70 












































的 表达 都 下 
期 的 0~6 h, fX hsp70-5 高 表达 ; 
在 接合 生殖 时 期 的 6-10 h, hsp70-5 表达 水 平 下 降 了 
80%, hsp70-3 表达 水 平 迅速 
达 水 平 上 调 2.4 fi; 


EW 16.6 fi, hsp70-2 表 
在 接合 生殖 时 期 的 10~12 h, 
hsp70-3 表达 水 平 下 降 了 68.75%, 1H hsp70-2 表达 水 
在 接合 生殖 时 期 的 12~18 h, 




















25 OQ0000 Apsc7000000 
嗜 热 四 膜 虫 hsp70-4 基因 在 四 膜 虫 的 正常 生长 


条 件 下 即 高 表达 ， 而 且 热 激 后 其 表达 量 进 


E FEET 81.896, hsp70-1 表达 
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平 上 
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步 提高 ， 


属于 典型 的 热 休克 相关 蛋白 hsc70 














RREK cDNA 文库 中 克隆 了 hsc70 基因 的 全 
其 开放 阅读 框 长 
2208 bp， 编 码 653 个 氨基 酸 , 3 和 3' 











长 cDNA, hsc70 无 内 含 子 ， 











94 bp 和 155 bp; 在 3' 非 编码 区 存在 











信号 (ATTTA 和 AATTAA) (Boldrin et al, 2003) (图 


6)。 
2.6 0000000 














计算 得 到 与 嗜 热 四 膜 虫 hsp70- 


表达 的 基因 分 别 有 18 个 和 392 个 ， 








它们 的 功能 进行 注释 , annotation 结 
10 个 (55.6%) 和 165 4^ (42.196) 5j GO terms 相关 的 基 








基因 。 从 嗜 热 四 














非 翻译 区 分 别 为 
纤毛 虫 特 有 终止 








y 





J. 


3 和 hsp70-5 共 
| Blast2GO 对 
果 分 别 成 功 得 到 
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Al, 它们 所 参与 的 生物 学 过 程 分别 有 16 种 和 113 种 ， - PS 
FE 物 学 i E i * 15p70- 
其 中 有 8 种 生物 学 过 程 是 重 车 的 (图 7). »- 8 20 
120 * 4 15 
BB /5p70-1| w % 
z T EE 570-2 $ 2 1.0 
100 EN //5p70-3 =e 0.5 
90 BH /5p70-4 T? 
E hsp70-5 2 0.0 = 7 
E 冷 激 温度 (C) 


Cold shock temperature ( C ) 








相对 表达 水 平 
The relative expression level 








图 4 实时 荧光 定量 PCR 考察 嗜 热 四 膜 虫 nsp70-4 基因 在 
冷 激 条 件 下 (15 'C5 0 'C) 的 表达 水 平 变化 

Fig.4 Comparative expression analysis of hsp70-4 genes in 

Tetrahymena thermophila treated with cold shock (15 



































37 39 4l C and0 °C) using real time quantative PCR 
热 激 温度 (C) 以 培养 条 件 30 为 对 照 组 ， 每 个 样品 均 有 3 个 平行 样 重复 ， 处 理 组 与 对 
Heat shock temperature ( C ) 照 组 之 间 的 显著 性 表示 为 : * P<0.05。 
Al3 实时 荧光 定量 PCR 比较 嗜 热 四 膜 虫 5 个 hsp70 基 医 Growth temperature was the control temperature, and each sample run in 

















在 亚 致死 热 激 条 件 下 (37、39 及 41'C) 的 表达 水 平 变化 triplicate. * P<0.05. 
Fig.3 Comparative expression analysis of $ hsp70 genes in 

Tetrahymena thermophila treated with heat shock (37, 3 [] [] 
39, and 41'C) using real time quantative PCR 
































以 培养 条 件 30 为 对 照 组 ,每 个 样品 均 有 3 个 平行 样 重复 , 处 理 组 5 对 —31 DDD000000000000000 hsp70 
照 组 之 间 的 显著 性 表示 为 : * P«0.05, ** P«0.01. Dn 

Growth temperature was the control temperature, and each sample run in " Pu D. 
triplicate. * «0.05, ** P<0.01. 热 休克 和 蛋白 HSP70 在 细胞 中 行使 多 种 功能 , 1 


(a) —— hsp70-1 -8- hsp70-2 —- hsp70-3 =- hsp70-5 





表达 水 平 
Expressional level (x103) 


"e D rang m => nu] acc ae 
L-I L-m L-h S-0 S-3 S-6 S-9 S-12 S-15 S-24 C-0 C-2 C-4 C-6 C-8 C-10C-12C-14 C-16 C-18 
3 种 典型 生理 /发 育 时 期 
Physiological/developmental stages 


0) 











表达 水 平 
Expressional level (x10?) 
we 


L-I L-m L-h S-0 S-3 S-6 S-9 S-12S-15 S-24 C-0 C-2 C-4 C-6 C-8 C-10C-12 C-14 C-16 C-18 
3 种 典型 生理 /发 育 时 期 


Physiological/developmental stages 


5 5 个 hsp70 基因 的 表达 谱 

Fig. 5 Expression profile of 5 hsp70 gene 
四 膜 虫 3 种 典型 生理 /发 育 状态 下 的 基因 表达 数据 ; 生长 时 期 的 3 个 时 间 点 L-l,L-m 及 L-h 分 别 对 应 ~1 X 10” cells/mL, -3.5X 10° cells/mL£-1 X 10^ 
cells/mL; 饥饿 时 期 的 7 个 时 间 点 S$-0、S-3、S-6、S-9、S-12、S-15、S-24 分 别 对 应 ~2X105 cells/mL 细胞 在 10 mmol/L pH7.5 Tris 缓 冲 液 中 饥 饼 了 0、3、 
6. 9. 12. 15. 24 h; 接合 生殖 时 期 的 10 个 时 间 点 C-0、C-2、C-4、C-6、C-8、C-10、C-12、C-14、C-16、C-18 分 别 对 应 相同 体积 的 B2086 与 CU428 
细胞 混合 了 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18h (TGED, http://tged.ihb.ac.cn/). K| 5a#éashsp70-1. hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 iX 4 个 基因 的 表达 
谱 ; 图 Sb 表示 jsp70-4 基因 的 表达 谱 。 
Signal of gene expression during Tetrahymena three physiological/developmental stages from microarray data: For growing cells, L-l, L-m and L-h correspond 
respectively to ~1 X 10° cells/mL, ~3.5 X 10° cells/mL and~1 X 10° cells/mL. For starvation, ~2 X 10° cells/mL were collected at 0, 3, 6, 9, 12, 15 and 24 hours 
(referred to as S-0, S-3, S-6, S-9, S-12, S-15 and S-24). For conjugation, equal volumes of B2086 and CU428 cells were mixed, and samples were collected at 0, 
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 and 18 hours after mixing (referred to as C-0, C-2, C-4, C-6, C-8, C-10, C-12, C-14, C-16 and C-18) (data from TGED). Fig.5a 
indicates the expression profile of hsp70-1, hsp70-2, hsp70-3, hsp70-5; Fig.5b indicates the expression profile of hsp70-4. 
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ATAA 
TTAATTAAATTAATAAAAAATCCTAATTTCTTTCTCCAAAAAGAATTTAAAAACAAACAAAATCAAGCAAAATAAACATAATAAATAAAA 
ATGGCTGACAAGAAAGCTGAAGGTGGTATCGGTATCGGTATCGATTTAGGTACTACTTACTCCTGCGTTGGTGTTTTCATTAACGACAGA 
M AUD. KE Roa Ee GD GTIV DUL'O TT Y SG V.6- MDR 
GTTGAAATCATTGCTAACGATTAAGGTAACAGAACCACTCCCTCTTACGTTGCATTCACCGAAACTGAAMAGACTTATTGGTGATGCCGCC 
Y EI LAN DCR GON RR TOTER S Y- V. A..F T-E TE R LAD GAD A Ah 
AAGAACTAAGTTGCTAGAAATCCTACCAACACCGTTTTTGATGCCAAGAGACTTATCGGT AGAAAGTTCAATGAAACCGTCGTCCAAAAG 
RNS O VARON P T-N T; Y BE DAK RAL 1G R ESPN E T.V Ook 
GATATCAAGTTATGGCCCTTCAAGGTTGAAGCTGGTCCTGATGACAAGCCCAAGATCGTCGTTAAGCACAAAGGTGAAGTCAAGAAGTTC 
Dy iT KL 0 -38 ee AGP BOE PEL ee oe HA GEI y EY Ek 
CACGCTGAAGAAATCTCTTCCATGGTTCTCGTTAAGATGAGAGAAATCGCTGAAGCCTTCTTGACCAAGTAAATCAAGAACGCCGTCATT 
H A ERE D S.S N YL ok RB L.ÀA E A&A.F.b DL'K CIEN AY. 
ACCGTCCCTGCTTACTTCAATGACTCCCAAAGACAAGCTACCAAGGATGCTGGTGCCATCGCTGGTTTGAACGTTT TGAGAATCATCAAC 
Te VCP “A BONDS OQ OROQAT.OK DA G.A LA G-L.N.V.L^R- L I-N 
GAACCCACTGCCGCCGCTATTGCTTACGGTTTGGACAAGAAGGGTCAAGG TGAAAAGAACGTCCTCATCTTCGATTTGGGTGGTGGTACT 
BoP TA ACA 1. AY GL D.K K CO G.E EN L IF D 1 € 6 G T 
TTCGATGTCTCCCTCCTTACTCTTGATGACGGTATCTTCGAAGTCAAGGCCACTGCTGGTGATACTCACTTGGGTGGTGAAGATTTCGAT 
EF D YS-L L'I-L-D-.D GL FE Y:K A TA G'DI HH UE GG. E D.F-D 
AACAAGCTCGTCGAATTCTGCGCTGCTGACTTCTTAAAGAAGAAGAACATCGATATCAGAGAAAACCCCAGAGCCATGAGAAGATTAAGA 
NFRA R bo A A DE LOE ERO RON CDR BERNE RA MURRER 
ACTCAATGCGAAAGAGCTAAAAGAATTCTTTCTTCTTCTGCTCAAGCCACCATCGAAGTCGATGCTTTGGCTGATTCCGAAGATTTCATG 
TQ GC ER AK R I L' S.S S.A Q AT I E V.D A L AOD SEL DEF M 
ATGGTCATCTCCAGACCCAAATTCGAAGAATTATGTCTTTCTATGTTCAAGGAATGTATCCCCCCTGTCGAAAAGGTCCTCAAGGACTCC 
BON IS RAP EPL CAL SMP EG LOR PE ou DS 
GGTATGGCCAAGAACCAAGTCCACGAAGTCGTCCTCGTCGGTGGTTCCACTCGTATCCCCAAGGTCATCCAACTCATTACCGAATTCTTC 
Ci A RRO V OHOEOY VE AY So 6-5 T.R, T F.A. V IL 9.L.I D-E-E-R 
AACGGTAAGGAACCCAACAGATCCATCAACCCCGATGAAGCCGTCGCTTACGGTGCTGCCATTCAAGCTGCTATCTTGACTGGTTCTGGT 
EK G-R-BEO PONCOROSODPONSPUODIBOAR VO TG ASA 1 Q AGAS OE Sb TOG SG 
TCTGAACACATCCAAGACGTCCTTCTTCTCGACGTTACCCCTCTTTCCATGGGTATCGAAACTGCTGGTCAAGTCATGACTGTCTTGATC 
So BE DO Eb-L LSOD V Pe MG 1T TAG OW MoT OY Lk. 
COCAGAAACACCACCATCCCCACCAAGAAGTCCCAAG TCT TCACCACTTATGCTGATAACCAACCTGGTGTCCTCATTCAAGTCTTCGAA 
PORONSOCTOTOI Pe EK RS QOY Be oT T ACD NQP.G VL I-Q-VcF.E 
GGTGAAAGACCCATGACCAAGGATAACCATCTCTTGGGTAAGTTCAACCTCGACGGTATTGCCCCTGCTCCCAGAGGTGTTCCTCAAATC 
CER POU hE UCN Hale bo KT TT-NL.Do1I AP A'P-R.6 V P 
GAAGTCTCCTTCGATATTGATGAAAACGGTATCCTCAACGTTACTGCCACTGATAAGGGTACTTCCAAGTCCAACAAGATTACCATCACC 
BNE DOIODORECOCN OI LbINON TOACTODCK GOTOSCKOSSNCOK DOLI T 
AACCAAAAGGGTAGATTATCCCAAGATGAAATCGACAGACTTATCAAGGAAGCTGAAAAA TTCAAGGGTGAAGA TGAAGCCT TAAAGAAG 
Ra BG OROLOS Q-D.E T D KL IK E AE EP EG ED EA LRE 
AAGGTTGAAGCCAAGAACGGTCTTGAAAACTACACCTACTCCATCAGAAACTCCCTTAAGGACGAAAAGCTTAAGGACAAGTTCTCTGCT 
K YEA KNGLENYTIYSIRBRNSLKDEKLIEKDIKFSSA 
GAAGAAAGAGAAAAGGTTCAAAAGCTCGTCGACGAAACCTCCAAGTGGCTCGAAGAAAACCACAATGCTGAAGCTGAAGAATACAGCCAC 
ER RECEU Kk DE ICSCK. I E.E)N-H N-Ac-E ACE -E.TY:S-H 
AAGCAAAAGGCTTTGGAAGAAGTCTTCAACCCCATCATGATGAGAGTCTACCAATCTACTGGTGGTGTTCCCCCTGGTGCTGATATGGGT 
E dq EA LECE YO FNP I.M E R.71 4891 6.G VP Pe ADM6 
GGTGCTGGTTTCCCTGGCAGCGGCTCTGCTCCCACTGGTGGTGCCTCCAACGTCGA TGAAGTCGATTGAAAAACCAATTCAACTTAATTC 
G A G FP OS ESA PT 0 GA- SoN VOD- E V Dot 
ATAACAAAATATTATTTTAATTTTTCTCTTCTCTATAAACTCAATTTAATCCTTTTAATGTAATTACTTGTGCATATAATGTCTATGTGT 
AAGAATATAATAATTAATTAATTATTATGTCAAAATTAATCAAA 





图 6 嗜 热 四 膜 虫 hsc70 基因 的 cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 





Fig.6 The cDNA and deduced amino acid sequence of Tetrahymena thermophila hsc70 gene 
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图 7 维 因 氏 图 显示 与 hsp70-3 和 hsp70-5 共 表 达 
基因 所 参与 的 生物 学 过 程 比较 
Fig.7 Venn-Diagram showing the comparison of 




















biological processes between the co-expressed 
genes with hsp70-3 and hsp70-5 
与 hsp70-3 共 表达 基因 所 参与 的 生物 学 过 程 用 红色 表示 , 与 hsp70-5 共 表 
达 基 因 记 参与 的 生物 学 过 程 用 黄色 表示 。 


Biological process of co-expressed genes with hsp70-3 was in red, while 










































































biological process of co-expressed genes with hsp70-5 was in yellow. 











TRO EAR. SRAM SARA APSE AL. 
热 激 响应 等 ,为 顺利 实现 上 述 功 能 , 真 核 细胞 的 基 
因 组 往往 编码 多 个 HSP70 和 蛋白 (Lindquist & Craig, 
1998) 。 目前 在 人 (Daugaard et al, 2007). JE Wk 
(Drosophila | melanogaster)(Bettencourt & Feder, 
2001). £E Œ (Caenorhabditis elegans)(Snutch et al, 
1988)、 拟 南 芥 Arabidopsis (Sung et al, 2001). HH 
Chytridiomycete(Blastocladiella emersonii) (Georg & 
Gomes，2007) 等 中 均 已 鉴定 到 由 多 个 hsp70 成 员 组 
成 的 基因 家 族 。 但 是 有 关 原 生动 物 hsp70 基因 家 族 
或 亚 家 族 的 信息 匮乏 , 尤其 是 模式 生物 四 膜 虫 中 ， 
在 大 核 基因 组 测序 工作 完成 前 仅 对 个 别 hsp70 的 功 
能 进行 分 析 (Hallberg et al, 1984; Galego & Rodrigues- 
Pousada, 1985; Williams & Nelsen, 1997; Barchetta et 
al, 2008). 

本 研究 鉴定 得 到 了 13 个 具有 完整 保守 结构 域 
的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 ,系统 发 育 分 析 表 明 ， 其 
中 有 5 个 基因 聚 成 一 个 小 的 进化 枝 ( 图 1). 推测 这 5 
个 基因 可 能 来 源 于 基因 的 近期 复制 事件 ,类似 于 四 
膜 虫 内 已 发 现 的 其 它 基 因 家 族 的 进化 方式 (Fu et al, 
2009)。 真 核 生 物 细胞 质 中 的 HSP70 末端 4 个 氨基 
酸 组 成 高 度 保守 , 无 论 是 植物 ,如 拟 南 芥 ， 或 是 低 
等 生物 , 如 果 晶 ,还 是 高 等 动物 如 大 鼠 、 牛 、 人 等 
均 由 EEVD 组 成 , 以 维持 mRNA 的 转录 顺利 完成 
(Kiang & Tsokos, 1998; Chou et al, 2003)。 但 在 嗜 热 
四 膜 虫 内 这 5 个 高 度 相 似 的 HSP70 末端 4 个 氨基 酸 
组 成 却 为 DEVD, 亦 不 同 于 原核 生物 E. Coli 的 
EEVKDKK, 推测 四 膜 虫 内 HSP70 成 员 的 具体 功能 
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可 能 有 别 于 其 它 真 核 生 物 。 进 一 步 对 这 5 个 hsp70 
基因 推导 的 氨基 酸 序列 进行 比 对 ,发 现 N 端 相 对 分 
子 质量 为 44 kDa 的 ATPase 功能 域 (ATP-binding 
domaim) 的 序列 几乎 一 致 , 而 C 端 相 对 分 子 质量 为 
18 kDa 的 多 肽 结合 功能 域 (polypeptide-binding 
domain) 和 相对 分 子 质 量 为 10 kDa 的 C 端 结构 域 
(C-terminal domain) 的 相似 度 则 稍 低 ( 图 2)。 作 为 行 
使 ATP 水 解 活性 区 域 的 ATPase 功能 域 (Kiang & 
Tsokos, 1998), 5 个 HSP70 蛋白 序列 的 高 度 保守 ， 
测 它 们 可 能 都 具有 水 解 ATP 的 功能 ; 而 行使 HSP70 
定位 的 C 端 相对 分 子 质量 为 18 kDa 的 多 肽 结合 功 
能 域 (Wang et al, 1993; Demand et al, 1998) 在 5 个 
HSP70 蛋白 序列 中 差异 较 大 ,尤其 是 起 自 偶 联 作用 
的 相对 分 子 质量 为 10 kDa 的 C 端 结构 域 (Chou et al, 
2003) 差 异 更 大 , 说 明 这 5 个 蛋白 在 四 膜 虫 细胞 内 行 
使 的 具体 功能 可 能 是 有 所 差异 的 。 
3.2 hsp70-2[] [1 000000 
之 前 的 研究 表明 , 嗜 热 四 膜 虫 在 41 [] 热 激 15 
min 后 即 可 检测 到 hsp70 基因 的 表达 产物 , 在 41 [] 
3A 1 h 后 HSP70 蛋白 表达 量 趋 于 稳定 (Williams & 
Nelsen, 1997; Hallberg et al, 1985); 但 是 , hsp70-1 至 
hsp70-5 这 5 个 基因 的 mRNA 表达 水 平 在 15-30 min 
达到 最 高 值 , 在 1 h 后 其 表达 量 反 而 下 降 (Dr 
Sabrina Barchetta, personal communication)» IKIE, 
本 研究 采用 热 激 30 min 来 研究 上 述 5 个 hsp70 基因 
的 表达 水 平 。 
1E 37[] 390. 41 0 热 激 条 件 下 , 5 个 hsp70 
基因 的 表达 水 平均 高 于 正常 生长 时 期 的 30 0, H 
中 以 hsp70-2 基因 的 表达 水 平 为 最 高 。 推 测 嗜 热 四 
膜 虫 对 热 激 的 响应 主要 依赖 于 hsp70-2 基因 ,其 它 4 
个 hsp70 基因 起 到 辅助 作用 。 这 在 酵母 胞 质 hsp70 
基因 Ssa 亚 家 族 中 己 有 类 似 的 系统 研究 , Ssa W. 
家 族 的 成 员 之 间 功 能 虽然 有 重 登 ， 但 是 每 个 Ssa S 
白 只 在 特定 条 件 下 行使 功能 ， 其它 成 员 只 是 起 补偿 
作用 (Craig et al, 1993)。 嗜 热 四 膜 虫 (T. thermophila) 
是 一 种 迄今 为 止 所 有 已 知 四 膜 虫 属 内 耐 热能 力 最 
高 的 物种 (Nanney & Simon, 2000)。 如 实验 室 常 用 的 
梨 形 四 膜 虫 (T pyriformis)t 32 [] 即 无 法 繁殖 生存 ， 
而 嗜 热 四 腊 忠 在 40 0 时 仍 能 很 好 地 存活 (Frankel & 
Nelsen, 2001). HW, hsp70-2 基因 在 哮 热 四 膜 虫 具 
有 高 耐 热能 力 中 可 能 起 到 主要 作用 。 
33 00000 #sp70-40 00000000000 
ÆA 15 [] FLO AWATER, 仅 hsp70-4 对 冷 
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激 有 响应 ， 其余 4 个 hsp70 基因 的 mRNA 表达 产物 
均 检 测 不 到 , 说 明 并 不 是 所 用 的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 
基因 对 冷 激 有 响应 。 在 果 蝇 中 也 同样 如 此 , hsp70Aa 
对 冷 激 响 应 最 敏感 ,而 hsp60. hsp67Bax hsc70-1 这 3 
个 基因 在 冷 激 条 件 下 无 表达 产物 (Colinet et al, 2010). 

做 察 四 膜 虫 在 3 种 典型 生理 /发 育 时 期 下 的 
hsp70 基因 表达 情况 ,发 现 hsp70-4 基因 在 四 膜 虫 的 
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ik, 而 且 也 会 在 发 育 时 期 表达 ,真菌 (B. emersonii) 
的 hsp70 基因 即 属于 此 类 (Bonato et al, 1987)。 在 四 
蜡 虫 接合 生殖 时 期 ,hsp70-1、hsp70-2、hsp70-3、 

hsp70-5 的 表达 均 发 生变 化 ,其 中 hsp70-3 和 hsp70-5 
的 表达 水 平 最 高 ， 变 化 最 明显 。 在 接合 生殖 时 期 的 
0~6 h， 以 hsp70-5 表达 为 主 ， 此 阶段 四 膜 虫 细胞 内 
的 小 核 通过 有 丝 分 裂 产生 单 倍 体 小 核 ， 并 发 生 小 核 


























































































































生长 、 饥 饿 及 接合 生殖 时 期 表达 稳定 ,表达 量 非 党 
高 ; 此 外 , Æ 370. 390, 41 D 热 激 条 件 下 ， 
hsp70-4 的 表达 水 平 随 温度 的 升 高 而 进一步 提高 ， 
据 此 认为 该 基因 属于 典型 的 组 成 型 表达 的 热 休 克 
蛋白 (Karouna-Renier et al, 2003; Sørensen et al, 
2003), 也 称 为 热 休克 相关 蛋白 (heat shock cognate 
protein, hsc)。 这 是 迄今 为 止 在 四 膜 虫 内 发 现 的 首 个 
jsc70。 而 hsp70-1. hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 这 
4 个 基因 在 生长 时 期 表达 量 低 或 不 表达 , 在 热 激 条 
件 下 诱导 高 表达 ,属于 诱导 型 表达 的 热 休克 和 蛋白 。 

3.4 hsp70-30 hsp70-50 00000/00000 

UD ULO D] C] D] 

在 四 膜 虫 的 饥饿 初期 0 h, hsp70-1. hsp70-2. 
hsp70-3 这 3 个 基因 的 表达 量 迅速 调 高 ,其 中 以 
hsp70-3 基因 的 信号 值 最 高 ， 而 hsp70-5 却 不 表达 ; 
随 着 饥饿 时 间 的 延长 , 在 12-15 h 的 饥饿 阶段 ， 
hsp70-5 的 表达 量 才 开始 上 升 , 但 此 时 Asp70-1. 
hsp70-2. hsp70-3 的 表达 量 都 已 经 明显 下 降 。 这 说 
明 饥 狐 处 理会 诱导 四 膜 虫 hsp70 基因 的 表达 。 这 与 
在 其 它 生物 体内 发 现 的 现象 是 一 致 的 , 无 论 是 单 细 
WEH, WEEB KERHD, 如 露 斯 塔 野 饼 色 
(Labeo rohita), 饥饿 导致 它们 体内 的 hsp70 基因 表 
达 上 调 (Chughtai et al, 2001; Yengkokpam et al, 
2008)。 另 一 点 值得 注意 的 是 , 不 同 的 饥饿 时 间 段 对 
应 不 同 的 hsp70 基因 表达 , 0~12 h 主要 是 hsp70-3 起 
表达 , 12-15 h 则 是 hsp70-5 在 表达 ,提示 hsp70-3 和 
hsp70-5 这 两 个 基因 在 功能 上 是 有 差异 的 。 

Hsp70 基因 不 仅 可 以 被 热 激 、 包 饿 等 所 诱导 表 
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交换 和 原核 pronuclean 融合 事件 ; 在 6-10 h, 
hsp70-5 表达 水 平 下 降 ， 而 hsp70-3 表达 水 平 迅速 上 
调 ， 此 阶段 四 膜 虫 细胞 内 的 融合 核发 育成 新 的 大 核 
和 新 的 小 核 , 老大 核 凋 亡 (Cole et al, 1997; Cole & 
Soelter 1997)。 

根据 嗜 热 四 膜 虫 3 种 典型 生理 /发 育 状态 (生长 、 
饥饿 和 接合 生殖 )20 个 阶段 的 全 基因 组 基因 表达 数 
据 , 计算 得 到 与 hsp70-3 共 表 达 的 基因 有 18 ^, H 
中 10 个 是 与 GO terms 相关 的 基因 , 参与 16 种 生物 
学 过 程 ; 与 hsp70-5 共 表 达 的 基因 有 392 个 , 其 中 
165 个 是 与 GO terms 相关 的 基因 ,参与 113 种 生物 
学 过 程 。 对 这 两 类 基因 各 自 所 参 与 的 生物 学 过 和 uut 
行 比 较 ， 发 现 其 中 有 8 种 过 程 是 重 车 的 , 涉及 DNA 
代谢 、DNA 修复 、 翻 译 后 蛋白 修饰 、 和 蛋白 修饰 、 胞 
内 香 白 运输 、 离 子 运 输 、 磷 酸化 、 ERE 
这 些 生物 学 过 程 可 能 与 四 膜 虫 受 饥饿 胁迫 或 接合 
生殖 时 期 细胞 分 化 、 发 育 是 相关 的 。 进一步 对 这 两 
类 基因 有 差异 的 生物 学 过 程 进 行 比较 ， 发 现 与 
hsp70-3 共 表 达 的 基因 主要 参与 脂肪 酸 氧化 、 脂 肪 
酸 代 谢 、 脂 肪 酸 分 解 、 羧 酸 分 解 、 脂 修饰 、 脂 氧化 、 
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细胞 脂肪 分 解 等 过 程 ; 而 与 hsp70-5 共 表 达 的 基因 
则 主要 参与 细胞 周期 检验 点 控制 、 细 胞 形态 发 生 、 























有 丝 分 裂 中 期 板 汇 集 、 有 丝 分 裂 M 期 、 减 数 分 裂 、 
RNA 代谢 、RNA 分 解 、mRNA 代谢 等 过 程 。 上 述 
结果 显示 hsp70-3 和 hsp70-5 在 饥饿 和 接合 生殖 阶 
段 的 表达 谱 显 著 不 同 ， 以 及 与 它们 共 表 达 基 因 上 所 参 
与 的 生物 学 过 程 亦 存在 差异 ， 说 明 hsp70-3 和 
hsp70-5 这 两 个 基因 在 功能 上 是 存在 差异 的 。 
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